INTRODUCTION
============

The effects of thyroid hormones (THs) are especially important during development, since they regulate the growth and maturation of different organs and tissues during fetal and neonatal life.^([@B1],[@B2])^ Many tissues are regulated by THs to their full development, including effects on gene groups involved in the differentiation process. Like other tissues, the adipose tissue (AT) is an important target for THs,^([@B3])^ because it specializes in transport, synthesis, storage and mobilization of lipids. Its primary function is the storage of energy in the form of triglycerides, providing a reserve of energy to be used in times of caloric deprivation.^([@B4])^ The AT is the largest endocrine organ in the whole body, secreting hormones, chemokines and adipokines, which are important paracrine/endocrine regulators.^([@B5])^

THs, especially triiodothyronine (T3), modulate the proliferation and differentiation of adipocytes^([@B6])^ and are involved in cellular processes such as signal transduction, apoptosis, and inflammatory response.

Leptin and adiponectin are adipokines synthesized and secreted by the AT. Leptin acts mainly on the central nervous system, producing anorectic effects and stimulating energy expenditure.^([@B7])^ Adiponectin is involved in important metabolic effects, such as stimulating fatty acid oxidation, reducing gluconeogenesis and increasing thermogenesis.^([@B8]-[@B11])^

Obese humans have high serum levels of leptin. Leptin concentrations are directly proportional to body fat mass, specifically the volume of adipocytes.^([@B12],[@B13])^ Regarding THs, there is evidence indicating that human obesity is usually associated with increased levels of thyroid stimulating hormone (TSH) and T3.^([@B14],[@B15])^ As in mice, human studies came to conflicting results on the effect of THs on leptin concentrations. In subjects with hypothyroidism, leptin was found increased,^([@B16],[@B17])^ decreased^([@B18],[@B19])^ or unchanged^([@B20],[@B21])^ when compared with euthyroid individuals. The same controversial results are found in studies with hyperthyroidism patients.^([@B16]-[@B22])^

The administration of T3 in hypothyroid rats decreased the messenger RNA (mRNA) expression of leptin in the AT and circulating levels of leptin.^([@B23])^ However, in other studies, THs increased leptin in adipocytes differentiated from 3T3-L1 cells.^([@B24])^ Studies in humans did not show conclusive evidence on the relationship between THs and leptin levels.^([@B25],[@B26])^

Adiponectin shares some physiological effects with THs, such as reducing body fat, increasing thermogenesis and promoting lipid oxidation.^([@B27])^

The interaction between THs and adiponectin concentrations is still undefined. Some studies suggest that thyroid function has influence on its serum levels. Some authors have reported that the concentration of this adipokine is higher in hyperthyroidism, when compared with hypothyroidism in patients with Graves' disease^([@B28])^ and in euthyroid patients with Basedow's disease.^([@B29])^

Studies on a possible relation between adiponectin and deviations in lipid metabolism associated with thyroid dysfunction are scarce. Patients with hyperthyroidism showed increased body weight, cholesterol and body mass index after controlling for thyrotoxicosis. After adjusting adiponectin levels for body mass index, no significant change was observed in patients with hyper- and hypothyroidism, suggesting that THs play a small role in the modulation of adiponectin levels.^([@B30])^

THs act by increasing the metabolic rate and oxygen consumption, regulating heat production and energy supply; leptin and adiponectin are involved in the regulation of energy balance.^([@B31])^

Conflicting results may be explained by the existence of many factors influencing the levels of leptin, adiponectin and THs, and more studies are needed to fully explain the relation between leptin, adiponectin and THs.

The biological roles of THs, leptin and adiponectin intersect at regulation of energy expenditure, and this provides a way to study the response of the AT to T3 without the interference of systemic factors. Therefore, we evaluated the effects of different doses of T3 at different timepoints on the levels of gene expression of leptin and adiponectin, *in vitro*, in 3T3-L1 cells differentiated into adipocytes. Both adipokines are modulated by T3 over short or long periods, increasing or decreasing, according to the dose of this hormone.

Our study aims to demonstrate that physiological doses of T3 act by decreasing gene expression of adiponectin and increasing that of leptin. However, supraphysiological doses of T3 act over longer time frames, increasing the concentration of leptin and decreasing that of adiponectin. Our results confirm the action of T3 on the AT at the physiological dose and allow for further studies on the use of T3 in the treatment of obese patients. As shown in the literature, after losing 5-10% of weight, weight loss becomes more difficult,^([@B32])^ and patients show low serum T3 levels.^([@B33])^ Therefore, our findings could warrant the administration of physiological doses of the hormone at this stage of the treatment.

OBJECTIVE
=========

To study the effect of different doses of triiodothyronine on gene expression of the adipokines leptin and adiponectin over different time periods, and assess the difference in expression between the two adipokines in each group.

METHODS
=======

Cell culture and differentiation
--------------------------------

The experimental protocol was approved by the Ethics Committee for Animal Studies of the *Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista* "Júlio de Mesquita Filho", under number 752.

For the *in vitro* study, we used the cell line 3T3-L1. These cells were obtained from the Cell Bank of the *Universidade Federal do Rio de Janeiro* (UFRJ) and cultured as described in the literature,^([@B34])^ in Dulbecco's modified medium (DMEM; Gibco^®^) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco^®^), 1% antibiotic/antimycotic (Sigma^®^), under an atmosphere of 5% carbon dioxide (CO~2~) at 37°C. The cells were kept under culture in said conditions until reaching a confluence of approximately 100%, and then were transferred to six-well plates for the experiments. After reaching 100% confluence in the wells, the cells were subjected to differentiation. They were kept for 3 days in DMEM containing 10% FBS, 100mM 1-methyl-3-isobutylxanthine (IBMX; Sigma^®^), 1mM dexamethasone (Sigma^®^) and 5mg/L insulin (Sigma^®^). After this period, the cells were left for 7 days in DMEM containing 10% FBS and 5mg/mL insulin. After cell differentiation, adipocytes were subjected to TH depletion for 36 hours in DMEM supplemented with Charcoal-Stripped Fetal Bovine Serum (Sigma^®^). After TH depletion, the cells were treated with T3 at the physiological dose (10nM, designated F) or supraphysiological doses (100nM and 1,000nM, designated SI and SII, respectively) for 0.5, 6 and 24 hours. The group not treated with T3 was used as control (C).

*Oil Red O* Staining
--------------------

After 10 days of differentiation, the culture medium was removed from the cells and they were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS)*.* Thereafter, we added 1mL formaldehyde, in which the cells were left for 30 minutes at room temperature. After this time, the cells were washed three times with PBS. Then we added 300μL *Oil Red O* (Sigma^®^), and the cells were incubated for 2 hours at 37°C. After this period, they were again washed three times with distilled water and placed in oven to dry. The cells were observed under a microscope for verification of the differentiation by red staining of adipose cells.

Gene expression
---------------

Total RNA was extracted from 3T3-L1 cells using TRIzol^®^ (Invitrogen^®^) as reagent, according to the manufacturer's instructions. The High Capacity cDNA kit for reverse transcription in real-time polymerase chain reaction (RT-PCR, Invitrogen, São Paulo, Brazil) was used for the synthesis of 20μL complementary DNA (cDNA) from 1,000ng total RNA.

The levels of adiponectin (Applied Biosystems assay Mm00456425_m1) and leptin (Applied Biosystems assay Mm00434759_m1) were analyzed by real-time PCR (RT-PCR). Analyzes were performed on *Applied Biosystems StepOne Plus,* a detection system that uses the Taqman qPCR commercial kit (Invitrogen) according to the manufacturer's instructions. The amplification conditions were as follows: enzyme activation at 50°C for 2 minutes; denaturation at 95°C for 10 minutes; cDNA products amplified with 40 denaturation cycles at 95°C for 15 seconds; and annealing/extension at 60°C for 1 minute.

After normalization to the internal control, cyclophilin (assay Mm00434759_m1),^([@B34])^ using the 2^-ΔΔCt^ method as previously described,^([@B35])^ the mRNA expression of leptin or adiponectin was evaluated for comparison between the values of Group C and the treatment groups (F, SI, SII), or comparison of the difference between expression of leptin and adiponectin within the same group. Relative quantification of gene expression was performed with the comparative Cq method.^([@B35])^

Statistical analysis
--------------------

The differences between mRNA levels of leptin and adiponectin in each group, whether or not treated, were analyzed by the Student *t* test. The differences in expression of the gene for leptin or adiponectin, at different T3 doses in each timepoint were assessed by analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's test. Data were expressed as mean±standard deviation. The level of significance was set at 5%.

RESULTS
=======

3T3-L1 Cell culture and differentiation
---------------------------------------

[Figure 1A](#f01){ref-type="fig"} shows 3T3-L1 cells prior to differentiation. In the presence of the differentiation solution (insulin, dexamethasone and IBMX), preadipocytes developed the morphology of mature adipocytes ([Figures 1B](#f01){ref-type="fig"} and [1C](#f01){ref-type="fig"}), with primary features, including a large number of cytoplasmic lipid droplets. Staining with *Oil Red O* highlighted the lipid droplets in red ([Figure 1C](#f01){ref-type="fig"}).

Figure 13T3-L1 cells before and after differentiation into adipocytes. (A) Non-differentiated cells. (B) Cells after 10 days of differentiation. (C) Cells stained with *Oil Red O* after 10 days of differentiation. The arrows show the adipocyte with cytoplasmic lipid droplets

Level of expression of adipokines in 3T3-L1 adipocytes
------------------------------------------------------

[Table 1](#t1){ref-type="table"} shows the difference in expression levels between adipokines leptin and adiponectin for all groups at different timepoints. Adiponectin, whether with or without treatment, showed higher expression levels than leptin.

Table 1Adiponectin *versus* leptin at different timepoints within each group in the absence (control) or presence (10nM, 100nM and 1,000nM) of triiodothyronine Groups according to timepointsAdiponectin M ± SDLeptin M ± DPp value0.5hrC1.00±0.180.000034±0.000003\<0.001 F0.28±0.080.000032±0.0000050.005 SI3.08±0.240.000017±0.000003\<0.001 SII1.35±0.100.000007±0.000001\<0.0016hrC1.00±0.150.000033±0.000008\<0.001 F0.23±0.050.000016±0.0000030.002 SI0.27±0.030.000018±0.000001\<0.001 SII0.28±0.050.000004±0.0000008\<0.00124hrC1.00±0.170.000029±0.000001\<0.001 F1.18±0.120.000045±0.000007\<0.001 SI1.75±0.450.000248±0.0000420.003 SII0.71±0.140.000089±0.000001\<0.001[^2]

Different doses of triiodothyronine suppress mRNA levels for leptin at 0.5 and 6 hours, but supraphysiological doses increase levels at 24 hours
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

[Figure 2](#f02){ref-type="fig"} shows the modulation of mRNA levels for leptin in 3T3-L1 adipocytes, in the absence (C) or presence (F, SI, SII, respectively) of T3 at different timepoints (0.5, 6 and 24 hours) by RT-PCR.

Figure 2Effect of different doses of triiodothyronine on gene expression of leptin at 0.5 hour (A), 6 hours (B) and 24 hours (C). Data expressed as mean±standard deviation. We used analysis of variance, followed by Tukey's test. Same letters represent p\>0.05; different letters represent p\<0.05. Comparisons of Groups F, SI or SII *versus* C, and F *versus* SI; F *versus* SII; SI *versus* SII. n=3 for each treatment. C: Control; F: triiodothyronine at 10nM; SI: triiodothyronine at 100nM; SII: triiodothyronine at 1,000 nM

[Figure 2A](#f02){ref-type="fig"} shows the suppression of mRNA levels for leptin by T3 starting at 0.5 hour in SII compared with Groups C, F and SI. At 6 hours of incubation, there was a decrease in leptin mRNA in all treatment groups and this suppression was more pronounced in SII, compared with F and SI ([Figure 2B](#f02){ref-type="fig"}). At 24 hours of incubation, leptin was increased in F, SI and SII compared with C, and the increase in SI was more pronounced than in F or SII ([Figure 2C](#f02){ref-type="fig"}).

T3 modulates mRNA levels for adiponectin starting at 0.5 hour at different doses
--------------------------------------------------------------------------------

[Figure 3](#f03){ref-type="fig"} shows the modulation of mRNA levels for adiponectin in 3T3-L1 adipocytes, in the absence (C) or presence (F, SI, SII, respectively) of T3 at different timepoints (0.5, 6 and 24 hours) by RT-PCR. At 0.5 hour, there was suppression of adiponectin expression in F and increase in SI when compared to C ([Figure 3A](#f03){ref-type="fig"}). At 6 hours of incubation, the adiponectin gene expression was decreased by all doses (F, SI and SII) when compared with the control group ([Figure 3B](#f03){ref-type="fig"}) At 24 hours, adiponectin returned to Group C levels in groups F and SII, and was increased in SI ([Figure 3C](#f03){ref-type="fig"}).

Figure 3Effect of different doses of triiodothyronine on gene expression of adiponectin at 0.5 hour (A), 6 hours (B) and 24 hours (C). Data expressed as mean±standard deviation. We used analysis of variance, followed by Tukey's test. Same letters represent p\>0.05; different letters represent p\<0.05. Comparisons of Groups F, SI or SII *versus* C, and F *versus* SI; F *versus* SII; SI *versus* SII. n=3 for each treatment. C: Control; F: triiodothyronine at 10nM; SI: triiodothyronine at 100nM; SII: triiodothyronine at 1,000nM

DISCUSSION
==========

Leptin and adiponectin differ from most other adipokines, because they are secreted exclusively by adipocytes. Although the details on all factors regulating their synthesis, secretion and clearance are not entirely known, plasma leptin levels increase in proportion to fat mass, while adiponectin levels decrease with weight gain^.([@B36])^ Leptin and adiponectin are involved in the regulation of energy balance, just like THs.^([@B31])^

We observed that adiponectin had higher expression than leptin in 3T3-L1 adipocytes, irrespective of the presence or absence of T3. This result can be explained by the fact that the 3T3-L1 adipocytes in this study did not represent a state of obesity. Obesity is based on an inflammatory process beginning with the increase of AT reserves, with hypertrophy and hyperplasia of this tissue, leading to the production of different proinflammatory molecules by both adipocytes themselves and the extracellular matrix that surrounds them. This, in turn, leads to the development of systemic low-grade inflammation.^([@B37])^ In obesity, leptin production is also increased^([@B38],[@B39])^while adiponectin expression is decreased, and consequently so are its anti-inflammatory, anti-atherogenic and insulin-sensitivity-promoting properties.^([@B40],[@B41])^

Some studies have found a negative correlation between THs and leptin^([@B42],[@B43])^ while others have found an association.^([@B44])^ Wang et al.^([@B45])^ reported that although leptin and THs can act through the same pathways to regulate energy metabolism, the effects of leptin on metabolism do not depend on the presence of THs. However, leptin and THs may share some target sites and, therefore, have additive effects.

Our findings are in agreement with Yoshida et al.,^([@B24])^ who observed modulation of leptin by T3 at 24 hours in 3T3-L1 adipocytes for all doses tested; however, our results showed that starting at 0.5 hour, T3 was already affecting the mRNA levels of this gene, which was suppressed by supraphysiological doses in SII. Previous studies by our group demonstrated an increase in leptin, both mRNA and protein, at 1 hour of incubation.^([@B34])^ Interestingly, at 6 hours of incubation, leptin is suppressed by the different doses of T3 administered to Groups F, SI and SII. This decrease is more pronounced for the 1,000nM dose, at which leptin expression decreases as the T3 concentration increases, just as observed in studies by Zabrocka et al.^([@B43])^ and Pinkney et al.^([@B16])^

In previous studies we demonstrated in rats subjected to food restriction that the physiological dose of T3 (0.5µg/100g) increased leptin expression, which translates into this being the dose required for proper expression of leptin in obese animals treated with caloric restriction.^([@B46])^ However, obese animals in a state of hyperthyroidism (25µg T3 per 100g weight) showed decreased leptin levels, as well as animals subjected to food restriction in the same hyperthyroid conditions.^([@B47])^ These results are in line with the findings of this study for the SII dose ([@B1],000nM T3) at 0.5 hour, and for the tested treatments at 6 hours.

As for adiponectin, some studies suggest that thyroid function may influence its serum levels. Some authors reported that the concentration of this adipokine was higher in hyperthyroidism, compared to euthyroid and hypothyroid conditions.^([@B28],[@B29])^ This corroborates the results of our study, demonstrating that T3 affects the levels of adiponectin starting at 0.5 hour, with an increase in SI and decrease in F.

Just like leptin at 6 hours, adiponectin was suppressed by all doses tested and, at 24 hours, levels returned to C values or exceeded normal values, such as in Group SI. Fasshauer et al.,^([@B48])^ using the same experimental model, observed no change in adiponectin levels at 16 hours of incubation with the same dose administered to Group SII, which demonstrated that T3 effects fluctuate over time.

Our results corroborate those of Saito et al.^([@B29])^ and Yaturu et al.^([@B28])^ Adiponectin was found increased in the groups receiving supraphysiological doses of T3, mimicking hyperthyroidism. Cabanelas et al.^([@B49])^ concluded in their study that THs regulate mRNA expression of adiponectin in a tissue-specific fashion, without changing its secretion in the white AT.

Previous studies by our group showed that obese animals had decreased serum adiponectin and AT mRNA, and decreased leptin when compared with the control. Interestingly, the administration of supraphysiological T3 (25µg/100g) decreased body fat mass, serum levels of adiponectin and leptin, and mRNA.^([@B50])^ However, in contrast, an experimental study in rats with hyperthyroidism showed a significant increase in serum adiponectin.^([@B51])^ The findings of this *in vitro* study indicated that increase or decrease in leptin or adiponectin expression by T3 are dose- and time-dependent.

The results presented are important for understanding at which dose (physiological or supraphysiological) and over which period of time the modulation of adipokines leptin and adiponectin is triggered by T3 in mature adipocytes. It is now possible to aim for further studies focusing on the treatment of obesity with TH analogs, considering their ability to modulate the genes approached in this study.

CONCLUSION
==========

Our results demonstrated rapid effects of triiodothyronine on the expression of leptin and adiponectin, starting at 0.5 hour at 1,000nM for leptin, and 100nM for adiponectin. Triiodothyronine stimulated or inhibited the expression of adipokines in adipocytes at different timepoints and doses, which can be helpful to assist in the treatment of obesity, considering that in this condition, leptin is increased and adiponectin decreased.

This study had financial support from *Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo* (FAPESP), \[The State of São Paulo Research Foundation\] under protocol number 2010/16911-4, for the development of the project. The *Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior* (CAPES), \[Coordination for the Improvement of Higher Education Personnel\] granted scholarship for development of the project by the author. The funders did not take part in study design, data collection and analysis, decision to publish or manuscript preparation.
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Objetivo
========

Examinar o efeito de diferentes doses de triiodotironina sobre a expressão gênica das adipocinas leptina e adiponectina, em diferentes períodos de tempo, além de avaliar a diferença de expressão entre as duas adipocinas em cada grupo.

Métodos
=======

Adipócitos 3T3-L1 foram incubados com triiodotironina nas doses fisiológica (10nM) e suprafisiológicas (100nM ou 1.000nM), ou na ausência de triiodotironina (controle, C) durante 0,5, 6 ou 24 horas. O mRNA das adipocinas foi analisado em tempo real, utilizando a reação em cadeia de polimerase. Para as análises dos dados, foi utilizada a análise de variância, complementada com o teste de Tukey, ou o teste *t* de Student com 5% de significância.

Resultados
==========

Os níveis de leptina diminuíram no grupo com dose de 1.000nM em 0,5 hora. A adiponectina também diminuiu no grupo com dose de 10nM, porém se elevou com a dose de 100nM. Após 6 horas, ambos os genes foram suprimidos em todas concentrações de hormônio. Em 24 horas, os níveis de leptina foram elevados em 10, 100 e 1.000nM, em relação ao grupo controle. No que concerne à adiponectina, observou-se aumento apenas no grupo cuja dose foi de 100nM, em comparação ao controle.

Conclusão
=========

Foram demonstradas ações rápidas da triiodotironina sobre a expressão da leptina e da adiponectina, iniciando em 0,5 hora na dose de 1.000nM, para a primeira, e na dose de 100nM, para a segunda. A triiodotironina estimulou ou inibiu a expressão de adipocinas em adipócitos em diferentes tempos e doses, o que pode auxiliar no tratamento da obesidade, levando em consideração que, nesta, a leptina está aumentada e adiponectina, diminuída.

Leptina

Adiponectina

Tri-Iodotironina

Adipócitos

INTRODUÇÃO
==========

As ações dos hormônios tireoidianos (HTs) são especialmente importantes durante o desenvolvimento, pois regulam o crescimento e a maturação de vários órgãos e tecidos durante a vida fetal e neonatal.^([@B1],[@B2])^ Muitos tecidos são regulados pelo HTs até seu desenvolvimento completo, incluindo ações em grupos de genes envolvidos no processo de diferenciação. Assim como outros tecidos, o tecido adiposo (TA) é um importante alvo para os HTs.^([@B3])^ Isso porque é especializado no transporte, na síntese, no armazenamento e na mobilização de lipídios. Sua função principal é o armazenamento de energia sob forma de triglicérides, o que constitui um reservatório de energia a ser usada em tempos de privação calórica.^([@B4])^ O TA é o maior órgão do sistema endócrino de todo o corpo, secretando hormônios, quimiocinas e adipocinas, que são importantes reguladores parácrinos/ endócrinos.^([@B5])^

Os HTs, principalmente a triiodotironina (T3), modulam a proliferação e a diferenciação dos adipócitos^([@B6])^ e estão envolvidos nos processos celulares, como transdução de sinal, apoptose e resposta inflamatória.

A leptina e a adiponectina são adipocinas sintetizadas e secretadas pelo TA. A leptina atua principalmente no sistema nervoso central, exercendo efeito anorexígeno, estimulando o gasto energético.^([@B7])^ A adiponectina está envolvida em importantes efeitos metabólicos, como estimulação da oxidação de ácidos graxos, redução da gliconeogênese e aumento da termogênese.^([@B8]-[@B11])^

Seres humanos obesos têm níveis de leptina séricas elevados. As concentrações de leptina são diretamente proporcionais à massa de gordura corporal, mais especificamente ao volume dos adipócitos.^([@B12],[@B13])^ Em relação aos HTs, há indícios de que a obesidade humana está normalmente associada com o aumento do hormônio estimulante da tireoide (TSH) e os níveis de T3.^([@B14],[@B15])^ Como em ratos, os estudos com seres humanos chegaram a resultados controversos sobre o efeito dos HTs sobre as concentrações de leptina. Em indivíduos com hipotireoidismo, a leptina foi encontrada aumentada,^([@B16],[@B17])^ diminuída^([@B18],[@B19])^ou inalterada,^([@B20],[@B21])^ quando comparada à de indivíduos eutireoideos. Os mesmos resultados controversos são encontrados em estudos com indivíduos com hipertireoidismo.^([@B16]-[@B22])^

A administração de T3 em ratos com hipotireoidismo diminuiu a expressão do RNA mensageiro (mRNA) da leptina no TA e dos níveis circulantes de leptina.^([@B23])^ No entanto, em outros estudos, os HTs aumentam a leptina em adipócitos diferenciados de células 3T3-L1.^([@B24])^ Estudos em humanos não mostraram evidência conclusiva sobre a relação entre HTs e os níveis de leptina.^([@B25],[@B26])^

A adiponectina compartilha algumas ações fisiológicas dos HTs, como a redução de gordura corporal, pelo aumento da termogênese, e na oxidação lipídica.^([@B27])^

A interação entre HTs e concentração de adiponectina ainda não está definida. Alguns estudos sugerem que a função tireoidiana exerça influência sobre seus níveis séricos. Alguns autores relataram que a concentração dessa adipocina apresentou-se mais elevada no hipertireoidismo, em relação ao hipotireoidismo em pacientes com doença de Graves^([@B28])^ e ao eutiroidismo em pacientes com doença de Basedow.^([@B29])^

Estudos sobre uma possível relação entre adiponectina e desvios do metabolismo lipídico, associada à disfunção da tireoide, são escassos. Pacientes com hipertireoidismo tiveram aumento de peso corporal, índice de colesterol e massa corporal após o controle da tireotoxicose. Depois de ajustar os níveis de adiponectina para o índice de massa corporal, nenhuma mudança significativa foi observada em pacientes com hiper e hipotireoidismo, sugerindo que os HTs desempenham um pequeno papel na modulação dos níveis de adiponectina.^([@B30])^

Os HTs agem aumentando a taxa metabólica e o consumo de oxigênio, regulando a produção de calor e o suprimento de energia; a leptina e a adiponectina estão envolvidas na regulação do balanço energético.^([@B31])^

Resultados conflitantes podem ser explicados pela existência de muitos fatores que influenciam nos níveis de leptina, adiponectina e HTs, e mais estudos são necessários para entender completamente a relação entre leptina, adiponectina e HTs.

Os papéis biológicos dos HTs, da leptina e da adiponectina se entrecruzam na regulação do gasto energético, buscando, com isso, uma maneira de estudar a resposta do TA ao T3 sem a interferência de fatores sistêmicos. Desse modo, foram avaliados os efeitos de diferentes doses de T3 em diferentes tempos sobre os níveis de expressão gênica de leptina e adiponectina *in vitro*, em células 3T3-L1 diferenciadas em adipócitos. Ambas as adipocinas são moduladas pelo T3 em curto ou longo período de tempo, aumentando ou diminuindo, conforme a dose desse hormônio.

Nosso estudo pretendeu demonstrar que doses fisiológicas de T3 agem diminuindo a expressão gênica de adiponectina e aumentando a de leptina. Por outro lado, doses suprafisiológicas de T3 agem em tempos mais longos, aumentando a concentração de leptina e diminuindo a de adiponectina. Nossos resultados comprovaram a ação do T3 no TA em dose fisiológica e permitiram novos estudos para o uso da T3 no tratamento de pacientes obesos. Como a literatura demonstra, após a perda de 5 a 10% de peso, a perda ponderal é mais difícil,^([@B32])^ e o paciente apresenta níveis séricos baixos de T3.^([@B33])^ Os nossos achados, desse modo, justificariam a administração de doses fisiológicas do hormônio nesse momento de tratamento.

OBJETIVO
========

Examinar o efeito de diferentes doses de triiodotironina sobre a expressão gênica das adipocinas leptina e adiponectina, em diferentes períodos de tempo, além de avaliar a diferença de expressão entre as duas adipocinas em cada grupo.

MÉTODOS
=======

Cultura de células e diferenciação
----------------------------------

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita Filho", sob número 752.

Para o estudo *in vitro*, foi utilizada a linhagem celular 3T3-L1. Essas células foram adquiridas do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e cultivadas, conforme descrito na literatura,^([@B34])^ em meio modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco^®^) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco^®^), 1% de antibiótico/antimicótico (Sigma^®^), sob uma atmosfera de 5% de gás carbônico (CO~2~) a uma temperatura de 37°C. As células foram mantidas em cultura nessas condições até atingirem a confluência de aproximadamente 100% e, em seguida, foram transferidas para placas de seis poços, para realização dos experimentos. Após atingirem 100% de confluência nos poços, as células foram submetidas ao processo de diferenciação, permanecendo 3 dias em meio DMEM, contendo 10% de SFB, 100mM de 1-metil-3-isobutil xantina (IBMX; Sigma^®^), 1mM de dexametasona (Sigma^®^) e 5mg/L de insulina (Sigma^®^). Após esse período, as células ficaram 7 dias em meio DMEM, contendo 10% de SFB e 5mg/mL de insulina. Após o período de diferenciação celular, os adipócitos foram submetidos à depleção do HTs por 36 horas com meio DMEM suplementado com soro fetal Charcoal-Stripped (Sigma^®^). Após a depleção do HTs, as células foram submetidas aos tratamentos na dose fisiológica de T3 (10nM, denominado F) ou em doses suprafisiológicas de T3 (100nM e 1.000nM, denominadas SI e SII, respectivamente), durante 0,5, 6 e 24 horas. O grupo não tratado com T3 foi usado como controle (C).

Coloração com *Oil Red O*
-------------------------

Após 10 dias de diferenciação, o meio de cultura das células foi retirado e elas foram lavadas duas vezes com tampão fosfato-salino (PBS -- *phosphate buffered saline*). Posteriormente, acrescentou-se 1mL de formaldeído, no qual elas foram deixadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Após esse tempo, lavaram-se as células três vezes com PBS. Em seguida, colocaram-se 300µL de corante *Oil Red O* (Sigma^®^), e elas foram incubadas por 2 horas a 37°C. Após esse período, foram novamente lavadas três vezes com água destilada e colocadas na estufa para secar. As células foram observadas no microscópio para constatarmos a diferenciação pela coloração em vermelho das células adiposas.

Expressão gênica
----------------

O RNA total foi extraído a partir de células 3T3-L1, usando o reagente TRIzol^®^ (Invitrogen^®^) de acordo com as instruções do fabricante. O *kit* High Capacity cDNA de transcrição reversa para reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR, Invitrogen^®^, São Paulo, Brasil) foi utilizado para a síntese de 20μL de DNA complementar (cDNA) a partir de 1.000ng de RNA total.

O níveis de adiponectina (ensaio Mm00456425_m1-Applied Biosystems) e leptina (ensaio Mm00434759_m1-Applied Biosystems foram analisadas por PCR em tempo real (RT-PCR). As análises foram realizadas no *Applied Biosystems StepOne Plus*, que é um sistema de detecção que utiliza o *kit* TaqMan qPCR comercial (Invitrogen^®^) de acordo com as instruções do fabricante. As condições de amplificação foram como se segue: ativação da enzima a 50°C durante 2 minutos; desnaturação a 95°C durante 10 minutos; os produtos de cDNA foram amplificados por 40 ciclos de desnaturação a 95°C durante 15 segundos; e anelamento/extensão a 60°C por 1 minuto.

Após a normalização com o controle interno, ciclofilina (ensaio Mm00434759_m1)^([@B34])^ pelo método 2^-ΔΔCt^, como previamente descrito,^([@B35])^ a expressão de mRNA da leptina ou adiponectina foi avaliada em relação aos valores do Grupo C em comparação aos tratados (F, SI e SII), ou quando comparada a diferença de expressão da leptina em relação à adiponectina, dentro do mesmo grupo. A quantificação relativa da expressão gênica foi realizada pelo método do Cq comparativo.^([@B35])^

Análise estatística
-------------------

As diferenças entre os níveis de mRNA de leptina e adiponectina dentro de cada grupo, tratado ou não, foram analisadas pelo teste *t* de Student. As diferenças de expressão do gene leptina ou adiponectina para diferentes doses de T3 em cada momento foram avaliadas por análise de variância (ANOVA) seguido por teste de Tukey. Os dados foram expressos como média±desvio padrão. O nível de significância foi fixado em 5%.

RESULTADOS
==========

Cultura de células 3T3-L1 e diferenciação
-----------------------------------------

A [figura 1A](#f01002){ref-type="fig"} mostra as células 3T3-L1 antes da diferenciação. Na presença da solução de diferenciação (insulina, dexametasona e IBMX), os pré-adipócitos atingiram a morfologia de adipócitos maduros (Figuras 1B e 1C), com características primárias, incluindo um grande número de gotículas lipídicas citoplasmáticas. A coloração com *Oil Red O* evidenciou as gotículas lipídicas com marcação vermelha ([Figura 1C](#f01002){ref-type="fig"}).

Figura 1Células 3T3-L1 antes e após a diferenciação em adipócitos. (A) Células não diferenciadas. (B) Células após 10 dias de diferenciação. (C) Células coradas com *Oil Red O* após 10 dias de diferenciação. As setas mostram o adipócito com gotículas lipídicas citoplasmáticas

Níveis de expressão entre as adipocinas em adipócitos 3T3-L1
------------------------------------------------------------

A [tabela 1](#t1002){ref-type="table"} apresenta a diferença dos níveis de expressão entre as adipocinas leptina e adiponectina para todos os grupos, nos diferentes tempos. A adiponectina, independentemente da presença ou da ausência do tratamento, apresentou níveis mais elevados de expressão que a leptina.

Tabela 1Adiponectina x leptina nos diferentes tempos, dentro de cada grupo na ausência (controle) ou presença (doses de 10nM, 100nM e 1.000nM) de triiodotironina Grupos conforme períodos de tempoAdiponectina M ± DPLeptina M ± DPValor de p0,5hC1,00±0,180,000034±0,000003\<0,001 F0,28±0,080,000032±0,0000050,005 SI3,08±0,240,000017±0,000003\<0,001 SII1,35±0,100,000007±0,000001\<0,0016hC1,00±0,150,000033±0,000008\<0,001 F0,23±0,050,000016±0,0000030,002 SI0,27±0,030,000018±0,000001\<0,001 SII0,28±0,050,000004±0,0000008\<0,00124hC1,00±0,170,000029±0,000001\<0,001 F1,18±0,120,000045±0,000007\<0,001 SI1,75±0,450,000248±0,0000420,003 SII0,71±0,140,000089±0,000001\<0,001[^3]

Diferentes doses de triiodotironina suprimem os níveis de mRNA de leptina em 0,5 e 6 horas, porém dose suprafisiológica eleva os níveis em 24 horas
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

A [figura 2](#f02002){ref-type="fig"} mostra a modulação dos níveis de mRNA de leptina em adipócitos, 3T3-L1, na ausência (C) ou presença do T3 (F, SI e SII, respectivamente) em diferentes períodos de tempo (0,5, 6 e 24 horas) por RT-PCR.

Figura 2Influência de diferentes doses de triiodotironina na expressão gênica de leptina em 0,5 hora (A), 6 horas (B) e 24 horas (C). Dados expressos em média±desvio padrão. Foi utilizada a análise de variância, complementada por teste de Tukey. Uso de mesmas letras representam p\>0,05; letras diferentes representam p\<0,05. Comparações dos Grupos F, SI ou SII x C, e F x SI; F x SII; SI x SII. n=3 para cada tratamento. C: Controle; F: dose de 10nM de triiodotironina; SI: dose de 100nM de triiodotironina; SII: dose de 1000nM de triiodotironina

A [figura 2A](#f02002){ref-type="fig"} mostra a supressão dos níveis de mRNA de leptina pelo T3 a partir de 0,5 hora em SII em relação aos Grupos C, F e SI. Em 6 horas de incubação, observou-se a diminuição de mRNA de leptina em todos os grupos tratados e essa supressão acentuou-se em SII, em relação a F e SI ([Figura 2B](#f02002){ref-type="fig"}). Para 24 horas de incubação, houve aumento de leptina em F, SI e SII em relação ao C, sendo possível observar que ocorreu aumento em SI mais evidente que em F ou SII ([Figura 2C](#f02002){ref-type="fig"}).

T3 modula os níveis de mRNA de adiponectina a partir de 0,5 hora em diferentes doses
------------------------------------------------------------------------------------

A [figura 3](#f03002){ref-type="fig"} mostra a modulação dos níveis de mRNA de adiponectina em adipócitos, 3T3-L1, na ausência (C) e presença do T3 (F, SI e SII, respectivamente) em diferentes períodos de tempo (0,5, 6 e 24 horas) por RT-PCR. Em 0,5 hora, verificaram-se a supressão da expressão de adiponectina em F e um aumento em SI em relação ao C ([Figura 3A](#f03002){ref-type="fig"}). Em 6 horas de incubação, a expressão gênica de adiponectina foi diminuída por todas as doses administradas (F, SI e SII) em relação a ausência de tratamento ([Figura 3B](#f03002){ref-type="fig"}). A adiponectina em 24 horas retornou aos níveis do Grupo C nos Grupos F e SII, e esteve aumentada em SI ([Figura 3C](#f03002){ref-type="fig"}).

Figura 3Influência de diferentes doses de triiodotironina na expressão gênica de adiponectina em 0,5 hora (A), 6 horas (B) e 24 horas (C). Dados expressos em média±desvio-padrão. Foi utilizada a análise de variância, complementada por teste de Tukey. Uso de mesmas letras representam p\>0,05; letras diferentes representam p\<0,05. Comparações dos Grupos F, SI ou SII x C e F x SI; F x SII; SI x SII. n=3 para cada tratamento. C: controle; F: dose de 10nM de triiodotironina; SI: dose de 100nM de triiodotironina; SII: dose de 1000 nM de triiodotironina

DISCUSSÃO
=========

A leptina e a adiponectina diferem de quase todas as outras adipocinas, pois são secretadas exclusivamente pelos adipócitos. Embora os detalhes de todos os fatores que regulam sua síntese, secreção e *clearance* permaneçam incompletos, os níveis de leptina no plasma aumentam proporcionalmente com a massa de gordura, enquanto que os níveis de adiponectina diminuem com o ganho de peso.^([@B36])^ A leptina e a adponectina estão envolvidas na regulação do balanço energético, assim como os HTs.^([@B31])^

Verificamos que a adiponectina teve expressão mais elevada que a leptina em adipócitos 3T3-L1, independemente da presença ou da ausência do T3. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de os adipócitos 3T3-L1, neste estudo, não representarem um estado de obesidade. A obesidade tem por base um processo inflamatório iniciado com o aumento das reservas de TA, com hipertrofia e hiperplasia desse tecido, que levam à produção de várias moléculas pró-inflamatórias, tanto pelos próprios adipócitos como pela matriz extracelular que o envolve, que, por sua vez, levam ao desenvolvimento de um processo inflamatório sistêmico de baixo grau.^([@B37])^ Na obesidade, também está aumentada a produção de leptina,^([@B38],[@B39])^ havendo um decréscimo da expressão de adiponectina e, consequentemente, de suas propriedades anti-inflamatórias, antiaterogênicas e de promoção da sensibilidade à insulina.^([@B40],[@B41])^

Alguns estudos encontraram correlação negativa entre a leptina e HTs,^([@B42],[@B43])^ enquanto outros encontram associação.^([@B44])^ Wang et al.^([@B45])^ relataram que, embora a leptina e o HTs possam agir pelos mesmos caminhos para regular o metabolismo de energia, os efeitos da leptina no metabolismo não dependem da presença dos HTs. No entanto, a leptina e HTs podem partilhar alguns locais de ação, podendo, assim, agir de forma aditiva.

Nossos achados vão de encontro com os de Yoshida et al.,^([@B24])^ que constataram a modulação da leptina pelo T3 dentro de 24 horas em adipócitos 3T3-L1 em todas as doses administradas; porém nossos resultados mostraram que, a partir de 0,5 hora, o T3 já exercia efeitos sobre os níveis de mRNA desse gene, sendo suprimido por dose suprafisiológica em SII. Análises anteriores do nosso grupo demonstraram o aumento de leptina, mRNA e proteína, em 1 hora de incubação.^([@B34])^ Interessantemente, em 6 horas de incubação, a leptina é suprimida pelas diferentes doses de T3 administradas aos Grupos F, SI e SII, e essa diminuição se torna mais evidente na presença da dose de 1.000nM, caracterizando a diminuição da expressão de leptina com a elevação da concentração do hormônio T3, assim como resultados obtidos em estudos de Zabrocka et al.^([@B43])^ e Pinkney et al.^([@B16])^

Em estudos anteriores, demonstramos, em ratos submetidos à restrição alimentar, que a dose fisiológica de T3 (0,5µg/100g) aumentou a expressão de leptina, indicando a necessidade dessa dose de T3 para a expressão adequada de leptina em animais obesos submetidos à restrição calórica.^([@B46])^ No entanto, animais obesos, em estado de hipertireoidismo (25µg de T3 por 100g de peso), apresentaram os níveis de leptina diminuídos, assim como os animais submetidos à restrição alimentar em mesmas condições de hipertireoidismo,^([@B47])^ resultados que vão de encontro com os abordados neste estudo para a dose SII (1.000nM de T3) no tempo de 0,5 hora, assim como para os tratamentos realizados no período de 6 horas.

No que concerne à adiponectina, alguns estudos sugerem que a função tireoidiana exerce influência em seus níveis séricos. Alguns autores relataram que a concentração dessa adipocina apresentou-se mais elevada no hipertireoidismo, em relação ao eutireoidismo e ao hipotireoidismo,^([@B28],[@B29])^ dados que corroboram os do nosso estudo, no qual o T3 tem ação sobre os níveis de adiponectina a partir de 0,5 hora, aumentando os níveis desse gene em SI e diminuindo em F.

Assim como para a leptina, no tempo de 6 horas, ocorreu a supressão da adiponectina por todas as doses administradas e, em 24 horas, os níveis retornaram aos valores do C ou superam seus níveis, como no Grupo SI. Fasshauer et al.,^([@B48])^ em seus estudos utilizando o mesmo modelo experimental, não observaram alteração dos níveis de adiponectina em 16 horas de incubação com a mesma dose administrada ao nosso Grupo SII, o que demonstra que, no decorrer do tempo, o T3 sofre oscilações em sua ação.

Nossos resultados corroboram os de Saito et al.^([@B29])^ e Yaturu et al.^([@B28])^ A adiponectina se encontrou aumentada nos grupos que receberam as doses suprafisiológicas de T3, mimetizando o hipertireoidismo. Cabanelas et al.^([@B49])^ concluíram, em seu estudo, que os HTs regulam a expressão de mRNA de adiponectina de forma tecido-específica, sem alterar sua secreção no TA branco.

Estudos realizados anteriormente por nosso grupo demonstraram que animais obesos tinham adiponectina sérica e mRNA do TA diminuídos, e leptina aumentada, quando comparados com o controle, e que a administração de T3 suprafisiológico (25µg/100g), de maneira interessante, diminuiu a massa de gordura corporal, bem como os níveis de adiponectina e leptina sérica, e o mRNA.^([@B50])^ No entanto, em contraste, estudo experimental de ratos com hipertireoidismo mostrou aumento importante de adiponectina no soro.^([@B51])^ Com os achados do presente estudo *in vitro*, observou-se que o aumento ou a diminuição da expressão de leptina ou adiponectina pelo T3 dependem da dose e do tempo.

Os resultados apresentados são importantes para a compreensão da dose de T3 (fisiológica ou suprafisiológica) e em que tempo a modulação das adipocinas, leptina e adiponectina é iniciada por esse hormônio em adipócitos maduros. Assim, é possível ambicionar posteriores estudos do tratamento da obesidade com análogos do HTs, visto que este modula a expressão dos genes estudados.

CONCLUSÃO
=========

Nossos resultados demonstraram ações rápidas do triiodotironina sobre a expressão da leptina e da adiponectina, iniciando em 0,5 hora na dose de 1.000nM, para leptina, e na dose de 100nM, para a adiponectina. A triiodotironina estimulou ou inibiu a expressão de adipocinas em adipócitos em diferentes tempos e doses, o que pode ser útil para auxiliar no tratamento da obesidade, levando em consideração que, nessa situação, a leptina está aumentada e a adiponectina, diminuída.

Este estudo teve apoio financeiro da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), protocolo 2010/16911-4, para o desenvolvimento do projeto. A Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) concedeu bolsa de estudos para a aluna desenvolver o projeto. Os financiadores não tiveram nenhum papel no desenho do estudo, na coleta de dados e análise, na decisão de publicar e nem na preparação do manuscrito.

[^1]: Conflitos de interesse: não há.

[^2]: The mRNAs for adiponectin and leptin were analyzed by real-time polymerase chain reaction. Data expressed as mean ± standard deviation. Comparison of adiponectin versus leptin levels, within each group, with the Student t test. All assays were performed in triplicate (n = 3 for each treatment). M: mean; SD: standard deviation; C: control; F: triiodothyronine at 10nM; SI: triiodothyronine at 100nM; SII: triiodothyronine at 1,000nM.

[^3]: mRNA de adiponectina e leptina foram analisados por reação em cadeia da polimerase em tempo real. Dados expressos em média ± desvio padrão. Comparação entre os níveis de adiponectina e leptina, dentro de cada grupo, com teste *t* de Student. Todos os ensaios foram feitos em triplicata (n=3 para cada tratamento). M: média; DP: desvio padrão; C: controle; F: dose de 10nM de triiodotironina; h: hora; SI: dose de 100nM de triiodotironina; SII: dose de 1.000nM de triiodotironina.
